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DESCRIPTION 

La pr&ente invention conceme un dispositif de mise en oeuvre d'une carte 
d*analyse au sein de laquelle des chaines reactionnelles et des transferts de fluides sont 
realises sous Teffet de moyens de controle internes k la carte ; ladit^ carte comporte au 
moins deux chaines reactionnelles en parallele, chaque chaine etant constitute d'au 
moins deux transferts de fluides en serie. L'invention conceme egalement une carte 
d'analyse et le proced6 mettant en oeuvre le dispositif et la carte. 

L'invention conceme egalement un systeme de transfert d'un flux fluidique 
entre deux dispositifs ou cartes, ainsi qu*un proc6d6 de transfert d'un flux fluidique 
entre deux dispositifs ou cartes, telles que dterites ci-dessus. 

Plus pr6cis6ment, l'invention conceme un dispositif ou consommable, par 
exemple constitue par ime carte, permettant de conduire ime reaction ou au moins deux 
reactions parallelement en son sein, qui est constituee par une surface superieure et ime 
surface inferieure reliees Tune a I'autre par im bord. Chacune des reactions, isolees 
physiquement I'une de I'autre, s'efifectue dans au moins un canal independant dans 
lequel im flux fluidique peut etre g€n€sc6 par des moyens de transfert. 

L'etat de la technique est constitue par le document US'A'4,585,623 a pour 
objet un appareil pour realiser rapidement a un endroit unique des essais chimiques ou 
immunochimiques, Cet appareil comporte un corps en plastique moule pouvant etre 
miniaturise, et presentant plusieurs tubes contenant des reactifs, un tube contenant 
Vechantillon et un tube de plus petite taille recevant la reaction. Chaque tube etant 
associe a un piston, il est possible d'inserer I'appareil dans un automate 
programmable. 

Cet appareil est relativement volumineux mSme si la miniaturisation est 
possible, car il faut prevoir la position dudit appareil ainsi que des difiBSrentes bielles 
qui vont permettre d'actionner les pistons. De plus, il n'est possible d'eflfectuer qu'une 
seule reaction avec un tel appareil, si plusieurs reactions doivent dtre r6alis6es, il faudra 



prdvoir plusieurs appareils et ^galement du temps pour charger ceux-d avec les r^actifs 
et ediantiUons ad^quats. 

Le document WO-A-97/27324 conceme une cassette pour conduire en parallele 
des reactions qui comporte une ouverture d'entree et une ouverture de sortie pour le 
- transfert du ou des echantillons ^ introduire dans la cassette.. Certaines zones de la 
cassette sont de construction particuliere (chambre de Bursapak. soupape a piston, 
valve a bille). elles permettent. sous faction d'une force exterieure continue, de 
maintenir un canal ferme. 

Toutefois, cette construction comporte de nombreux inconv^ents. Les deux 
inconv&uents principaux r6sident, d'une part, dans les risques de contamination interne 
de la cassette du fait que celle-ci est stockee avant son utilisation ^ la pression 
atmosph6rique, et d 'autre part, dans les moyens qui actionnent la cassette, au niveau 
des chambres de Bursapak, des soupapes a piston et des valves k bille, qui n&essitent 
une presence constante, dans le temps et l'intensit6, pour maintenir les canaux 
concem6s en position fennte. Cette contamination et/ou le non-maintien ea. position 
fermte desdits canaux peuvent entr^er d^ errairs ult^eures lors de Tutilisation de la 
cassette. Enfin ledit maintien en position fennee n6cessite un appareillage lourd et 
on^xux qui rend le cofit d'utilisation de telles cassettes prohibitif. 

Conformement a la presente invention, le dispositif propose solutionne 
I'ensemble des problemes ci-dessus 6numeres en proposant un consommable ou carte 
d'analyse fiable peu ondreuse ^ fabriquer et particulierement simple ^ utiliser, puisque 
les vamies une fois actionnees ne n6cessitent pas d'action extdrieure pour 6tre 
mainteaues dans cette position. 

A cet effet la pr6sente invention, concone un dispositif de raise en oeuvre d'une 
carte d'analyse au sein de laquelle des chaines reactionnelles et des transferts de fluides 
sont r6alis6s sous I'efTet de moyens de contrdle intemes k la carte ; ladite carte 
comporte au moins deux ch^es reactionnelles en parallele, chaque ch^ne etant 
constitute d'au moins deux transferts de fluides en s6rie, caract^st par le feit qu'il 



oomporte au moins un actionneur par chaine reactionnelle, et que tous les actioimeurs 
sont k vine distance constante les uns des autres et pr6f6rentiellem^t les actionneurs 
sont ^uidistants. 

Ce dispositif comporte des moyens d'avancement de la carte par rapport aux 
actionnevirs, et/ou des moyens d'avancement desdits actionneurs par rapport k ladite 
carte. 

Selon une variante de realisation, les actions des actionneurs sur la carte 
s'efFectuent sensiblement perpendiculairement : 

- a la surface de ladite carte (1), ou les actionneurs agissent, et/ou 

- aux mouvements de la carte (1) et de Tactionneur, Tun par rapport k rautre. 

Selon une variante de realisation, Tensemble des actionneurs est mont6 sur une 
seule rampe, et chaque actionneur peut etre actionn^ independamment des autres. 

LSelon une variante de realisation, la rampe est sensiblement rectiligne, 
sensiblement perpendiculaire aux mouvements des actionneurs, d^crits prec6demment, 
et/ou sensiblement perpendiculaire aux mouvements de la carte et/ou du dispositif par 
rapport a la carte. 

La presente invention conceme 6galement une carte d'analyse mise en oeuvre 
par le dispositif ci-dessiis, la carte comporte au moins quatre moyens de controle d*au 
moins deux chmnes r&ictionnelles parall61es, chaque chmiie ayant au moins deux 
moyens de contrSle des transferts de fiuides en s&ie. 

Selon un mode de realisation, Timplantation des moyens de contrSle d'une 
meme chaine reactionnelle est sensiblement rectiligne, et Timplantation des moyens de 
contr61e de transferts de fiuides, associes k une position de la rampe, d^finie 
precedemment, est identique a I'implantation des moyens de controle associes a me 
autre position de ladite rampe. 

Dans le cas ou chaque chsdne reactionnelle comprend au moins un 
compartiment de depart, un compartiment d'aniyte, un canal fluidique reliant les deux 
compartiments, une vanne faisant office de moyen de contrdle positionnee sur ledit 
canal fluidique, ladite vanne permettant de contr61er sur ledit canal, un flux fluidique 
gener6 par un moyen de transfert, la disposition des vannes sur la carte d'analyse 



permet le passage dudit flux fluidique entre le compartiment de depart et le 
compartiment d'amvte simultandment dans I'ensemble des chaines r^actionnelles. 

Selon un mode de realisation, les vannes sont dispos6es selon un axe 
sensiblement rectiligne et a une distance constante les unes des autres, 
pr6fCTentiellement les vannes sont ^uidistantes. 

Selon un mode de realisation, I'axe est perpendiculaiie k un cot6 de la carte 
d'analyse. 

Selon un mode de realisation, chaque vanne est constitute d'au moins un moyen 
qui peut Stre d6form6 et entr^er la fermeture directement ou indirectement du canal, 
tel qu'un film flexible recouvrant tout ou partie de la face sup6rieure et/ou inf6rieure de 
la carte d'analyse. 

Selon un mode de realisation, au moins un des compartiments est associ6 h au 
moins un volume tampon, et le volume tampon est situe sur la face opposte de la carte 
d'analyse par rapport au compartiment qui lui est associ6. 

Selon un mode de realisation, chaque compartiment qui contient au moins un 
reactif, devant dtre mis en contact avec I'tehantiUon ou un aliquote de cet ediantillon, 
comporte des moyens de maintien en position d'une pastille, constitute d'un 
agglomdrat du ou des r^actife, le moyen de maintien en position 6tant k distance du 
fond dudit compartiment. 

L'invention conceme enfin un proc6de mettant en oeuvre le dispositif et la carte 
ci-dessus evoqu6s, il consiste k efifectuer les etapes suivantes : 

- generer une variation de pression au sein de ladite carte par rapport k I'exterieur, et 
pref^rentiellement une depression, 

- introduire au moins un tehantillon k analyser dans la carte, 

- faire transiter chaque tehantillon ou aliquote d'tehantiUon en vue de I'analyse, et 

- faire sortir de la ou conserver dans ladite carte une partie de chaque tehantiUon 
introduit. 

Selon une variante, I'analyse consiste k eflBsctuer les operations suivantes : 

- d^naturation les ADN et/ou AKN, 

- capture des ADN et/ou ARN sur des particules magnetiques. 
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- amplification desdits ADN et/ou ARN, et 

- lecture de chaque tehantiUon ou aliquote d'echantiUon en vue de savoir si 
Tamplification a eu lieu. 

Selon vine variante, Tanalyse consiste prealablement k efiTectuer un extraction, 
5 par lyse cellulaire^ des cellules contenues dans un 6chantillon prelev6. 

Selon xine variante, Tanalyse consiste prealablement a la denaturation et aprds 
Textraction, a effectuer une purification de TechantiUon extrait. 

Selon une variante, I'analyse consiste apres Tamplification a analyser la nature 
des transcrits par hybridation sur une biopuce. 
10 Selon une variante et durant I'analyse, la carte fonctionne en position inclin^e 

ou verticale. 

Pr^f^rentiellement, la carte d'analyse se d^lace pendant les diff6rentes 6tapes 
et/ou operations de maniere sequentielle. 

Toujours preferentiellement, la carte se deplace suivant deux axes 
15 perpendiculaires pour mettre en regard les vannes et les moyens d*actionnement des 
vannes. 

Les figures ci-jointes sont donn6es k titre indicatif et n'ont aucun caractfere 
limitatif quant k la portee des revendications. Ces figures permettront de mieux 
20 comprendre la presente invention. 

La figure 1 represente une vue de face d'une carte d'analyse selon Tinvention. 
La figure 2 represente vine vue de face identique k la figure 1, mais mettant en 
evidence le premier niveau de la carte, qui constitue le mveau de denaturation des ADN 
et/ou ARN issus de I'extraction, et eventuellement de la purification, 
25 La figure 3 represente vine vue de &ce identique k la figure 1, mais mettant en 

evidence le deuxieme niveau de la carte, qui constitue le niveau de capture des ADN 
et/ou ARN par les particules magnStiques et leur lavage. 

La figure 4 represente une vue de fiice identique k la figure 1, mais mettant en 
evidence le troisieme niveau de la carte, qui constitue le niveau d'amplification desdits 
30 ADN et/ou ARN. 



Enfin, la figure 5 repr6srate une vue de face identique h la figure 1, mais 
mettant en evidence le quatrieme niveau de la carte, qvii constitue le niveau de lecture 
de la realisation de Tamplification et de transfert d'xine partie de T^chantillon vers 
d'autres fonctions, telles que firagmentation, marquage, hybridation sur puce biologique 
ou biopuce et lecture pour analyse finale. 

La pr6sente invention d^te sur les figures est particulierement destin6e k 
permettre une analyse d'un 6chantillon en biologie mol^culaire. EUe conceme une carte 
1 qui comporte un bord 2 d61imitant deux surfaces planes parall^les I'une par rapport a 
Tautre, non r6f6rOTcees sur les figures. 

Siir la figure 1, on remarque que la partie superieure de ladite carte 1 est 
constituee par un trottoir 3 qui comporte sur toute sa longueur un certain nombre de 
reperes optiques 4. On note egalement sur les cotes de la carte 1, c'est-a-dire au niveau 
du bord 2, la presence d'un certain nombre d'orifices. Sur la partie gauche, est present 
un orifice d'entr6e d'lm echantiUon k analyser 5. Sur la partie droite de ladite carte 1, on 
remarque 6galement la presence de trois orifices dont Tim, reference 65, fait office de 
sortie d'une partie de TtehantiUon a analyser. En fait, la carte 1, une fois utilis6e, 
contient toujours une partie de Techantillon analyse. Seule, la portion restante va 
pouvoir sortir pour eflfectuer d'autres analyses. 

Plus precisement, ladite carte 1 representee sur cette figure 1, se situe entre ime 
etape initiale ou des cellules biologiques sent detruites au niveau de leurs membranes 
afin d'extraire TADN et/ou TARN qu'elles contiennent, il peut 6galement et 
eventuellement y avoir une purification, et une 6tape finale ot les acides nucl^ques 
sont test^ sur des biopuces a ADN ou ARN par hybridation et detection. 

Un tel procM^ d'extraction, selon Tetape initiale, peut Stre par exemple dterit 
dans les demandes de brevets FR97/12164 deposte le 23 septembre 1997 et 
FR98/09583 d6pos6e le 23 juillet 1998 par la demanderesse. Afin que I'extraction soit 
plus efficace, il est egalement possible d'effectuer xme purification de TechantiUon, 
selon la demande de brevet FR98/04878 deposee le 10 avril 1998 par la demanderesse. 



Selon Tetape finale, les acides nucleiques sont ensuite trait^s, par firagmentation 
et/ou marquege, afin d'etre detectable sur une biopuce. C'est ce qui est bien d6cnt dans 
la demande de brevet FR98/07870 depos6e le 17 juin 1998. 

La carte, selon Tinvention, permet d'analyser I'ADN et/ou TARN extrait selon 
les precedes evoques precedemment. Ainsi, on remarque sur cette figure 1, qu'il y a 
sensiblement, comme cela est represente k droite, quatre niveaux A a D au sein de la 
carte 1. Bien entendu, ces niveaux ne sont pas limitatifs, c'est-a-dire qu'il est possible 
d'avoir plus de compartiments ou plus de vanne ou autres, en fonction d'une analyse 
compl6mentaire que Ton veut effectuer. Sur cette figure, Ttehantillon k analyser est 
traite du haut vers le bas, ced n*est pas limitatif. 

Ainsi, la partie A de la carte 1 constitue le premier niveau oil TADN et/ou 
TARN est denature c'est-i-dire que les deux brins d'ADN sont separes les uns des 
autres et/ou que le brin d'ARN est « nettoyes », c'est-a-dire que les structures 
secondaires sont eliminees. 

Dans une deuxieme 6tape, la partie B de la carte 1 constitue le deuxieme niveau 
qui est un niveau de capture, c'est-^i-dire que les ADN et/ou ARN sont captures par des 
particules magnetiques elles-mSmes aimant^. Ces particules magn^tiques ne sont pas 
representees sur ces figures. Au niveau de ce deuxi&me niveau, il est 6galement 
possible d'effectuer un lavage pour eliminer les substances qui n'ont pas 6t6 captur^es 
par les particules magnetiques aimant^es et qui ne nous interessent done pas. On 
effectue a la fin de cette etape un relargage des ADN et/ou ARN par rapport aux 
particules magnetiques par une action chimique par exemple ; puis les particules 
magnetiques sont ensuite aimantees seules, ce qui permet de liberer les acides 
nucleiques qui passent dans le troisieme niveau 

Ce troisieme niveau C est divise en deux etapes distinctes, qui sont realisees 
selon deux compartiments situes c6te a c6te. Dans le premier compartiment, on effectue 
un melange avec des substances necessaires k I'amplification, substances hien connues 
de rhomme du metier, tel que oligonucleotides, amorces et autres et un second 
compartimait ou est presente une enzyme permettant d'amplifier le melange acides 
nucleiques cibles avec amorces et oligonucleotides etc. 
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Lorsque ramplification est realis6e dans la partie C, les transcrits sont transferes 
dans la partie D ou est effectuee xine lecture en presence 6ventuellement d'un marquexar. 
Cette lecture, en fonction du r^sultat positif ou negatif, va entrainer le transfert ou non 
d'une partie de Techantillon biologique recupere, tout en bas de cette carte 1, via la 
sortie 65 vers une autre carte ou un prolongement de cette meme carte. 

D'ailleurs, il convient de signaler que Tetape initiale d'extraction d'ADN et 
mSme de purification peut etre effectuee soit sur une carte compl^entaire et/ou un 
autre appardl, soit sur un prolongement de cette m&ne carte 1 . Le transfert d'une carte 
d'analyse vers une autre carte d'analyse est dterit dans la demande de brevet 
FR98/1 1383 depos^ le 8 septembre 1998 par la demanderesse. 

Lorsque Techantillon est en partie sorti au niveau de la sortie 65, il est recup6re 
afin de permettre de traiter les ADN et/ou ARN pour qu'ils puissent etre mis en contact 
avec une biopuce, comme cela est explique dans la demande de brevet FR98/07870 
deposee le 17 juin 1998 par la demanderesse. 

Les figures 2 a 5 montrent de manidre plus precise et dans un contexte isol6 
chaque niveau AkD. 

Le niveau A est bien repr^sente a la figure 2. On remarque qu'au niveau de 
I'entree 5 de rechantillon a analyser, est present im canal d'entr6e 6 dans lequel 
Ttehantillon liquide peut penetrer selon Fl . 

II convient de noter des a present que sur ces figures Tensemble des traits, 
representes en traits pleins, sont situes sur la face avant de la carte 1, alors que les traits 
discontinus representent des elements situes sur la face arriere de la carte 1 . Neamnoins, 
il est tout a fait possible d'envisager d'efifectuer des trous traversants pour certains 
elements tels que les compartiments, c'est par exemple le cas ici pour les 
compartiments d'isolation tliOTnique 39 et 59, cela sera expose plus avant par la suite. 

Le flxix Fl liquide de Techantillon va done penetrer k TintOTeur de la carte 1 
lorsque la vanne 7 d'entree sera ouverte. Une telle vanne est decrite dans la demande de 
brevet FR98/1 1383 deposee le 8 sq)tembre 1998 par la demanderesse, deja evoquee ci- 



dessus. Une fois passee la vanne 7, le canal 6 se prolonge jusqu'i un s6parateiir 8 de 
I'tehantillon, s6parateur 8 qui fait office d'6clateur et de r6partiteur de I'tehantillon 
entre I'ensemble des chaines r^acdoimelles. Sur le mode de realisation rq?r6s«it6 sur 
ces figures, on remarque qu'il y a trois cludnes r^actionnelles. Bien entendu, il est 
necessaire que la repartition du liquide soit 6quilibr6e entre chaque chaine r6actionnelle. 
Pour se faire, la configuration de I'ensemble des canaux 9 de transfert primaire du 
premier niveau de la carte 1 situee entre le s^parateur 8 et chaque compartiment 10 de 
d6naturation de premier niveau, r6pond k un certain nombre de criteres qui sont bien 
exposes dans la demande de brevet FR99/03035 d6pos6e le 9 mars 1999 comme cela 
est bien represent^ par exemple dans la figure 1 de cette demande. Ced sera 6galement 
vrai par la suite pour les autres niveaux B et C, le niveau D ayant un compartiment de 
convergence 60. 

Chaque canal de transfert primaire 9 aboutit done h un compartiment de 
denaturation 10, celui-ci ayant une position qui facilite I'^coulement par simple gravity 
du liquide en son sein, tout en utiUsant la capillarity par I'intermediaire d'un moyen de 
drainage 11 qui a d6ji fait I'objet de description dans les demandes de brevets 
FR99/03034 et FR99/03035 ddposSes le mdme jour soit le 9 mars 1999 par la 
demanderesse. 

L'echantiUon k analyser est done guide afin de tomber au fond du compartiment 
10. Ce compartiment 10 est associ6 k un appareil pomettant de casser les bulles 12 qui 
peuvent toujours etre ci^s lors du passage d*un 6diantaion biologique dans de petits 
canaux 6, 9, etc. 

Get appareil 12 comporte un orifice de communication 13 qui relie I'appareil 12 
k deux volumes tampon 15 situes de part et d'autres du compartiment 10. La 
communication s'efifectue entre I'orifice 13 et les volumes tampon 15 par 
rintemi^aire d'un canal de communication 14. L'appareil pour casser les bulles 12, 
I'orifice de communication 13, le canal de communication 14 et le volume tampon 15 
sont d^k bien decrits dans la demande de brevet FR99/03035 ddji cit6e ci-dessus. 

La seule difference reside dans le positionnemrait des deux volumes tampon 15 
par rapport au compartiment 10. On remarque d'ailleurs sur cette figure qu'entre deux 
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compartiments 10 adjacents, sont pr&ents deux volumes tampon 15 mais 6galement 
entre les deux volumes tampon 15 adjacents un compartiment 39 d'isolation thermique 
du premier niveau. Cette configuration permet d'avoir entre deux compartiments 10 
adjacents trois volumes d'air qui font office d'isolateuis themiiques 6tant donn6 que 
dans ce premier niveau est effectuee une denaturation de I'ADN et/ou de TARN qui 
n6cessite une mont^e en temperature aUant de 90 k 100°C. Ceci pennet d'6viter des 
6chaufifements trop importants au niveau des 6chantillons liquides et biologiques 
pouvant non seulement d6naturer mais d6truire les addes nucl6iques que I'on souhaite 
analyser. 

Le volume des compartiments 10 6tant trhs important, on note la presence au 
centre de chaque compartiment 10 d'un plot 16 qui assure la rigidification d'lm film 
flexible situe sur la face avant de la carte 1, et qui pennet de delimiter le reseau de 
canalisations et de compartiments. Ce dispositif a d6ja 6t6 d6crit dans la demande de 
brevet 6voqu6e pr^cedemment FR99/03035. 

La carte 1 fonctionne sensiblonoit dans une position verticale, Techantillon k 
analyser qui a et6 introduit dans chaque compartiment 10 doit etre positionn6 dans la 
partie basse de ce compartiment 10. A ce niveau est present un canal de transfert 
secondaire du premier niveau r6f6renc6 17. Ce canal permet de transferer les aliquotes 
de r^chantillon du premier niveau A vers le second niveau B via une vanne d'acc^ 18 
k ce deuxi^e niveau B. Le liquide est evacue selon F2. 

Sur la figure 3, est represent^ de maniere explicite le deuxieme niveau B, oil 
I'on retrouve la vanne 18 et Techantillon a analyser sous fomie d'aliquotes en trois 
parties qui est introduit selon F2. Apr^s cette vanne 18. est pr&ent un canal de transfert 
primaire 19 du second niveau B qui pemiet le transit de TtehantiUon biologique depuis 
la vanne 19 vers le compartiment de capture 20. On retrouve k ce niveau sensiblement 
les mfimes caract^stiques qu'au premier niveau k savoir un moyen de drainage 21, vm 
appareil pour casser les bulles 22, un orifice de communication 23, orifice de 
communication permettant de relier, via un canal de communication 24, 1'appareil 22 k 
deux volumes tampon 25. 
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On remaique par centre qu'il n'y a pas un seul plot de rigidification au centre du 
compartiment 20 mais trois petits plots 26 formant ensemble un triangle sensiblement 
isocdle. Cette configuration est particuUdremait interessante puisque h ce niveau 
lorsque la carte 1 n'est pas encore utilis6e, une pastille est pr6sente qui est circonscrite 
g6ographiquement entre ces plots 26, pastille qui n'est pas repr6sent6e sur ces figures. 
Cette pastille est en fait constitute de particules magnetiques agglomdrtes qui vont fitre 
utilises par la suite dans le precede. 

L'objectif de cette configuration est de permettre vin tcoulement de chaque 
aliquote de l'6chantillon k analyser au sein du compartiment 20 sans que les particules 
magnetiques soient dissoutes immtdiatement et ne yiennent ainsi remplir d6s le depart 
les canaux sous-jacents. Ladite carte 1 est biai entendu en position sensiblement 
verticale ou incline comme c'^tait le cas pr6c6demment ^ comme cela seca le cas par 
la suite. 

En fait, il faut pour que la pastille de particules magnetiques soit dissoute que le 
niveau de liquide soit sufSsamment haut pour atteindre le premier plot 26. Ceci retarde 
la dissolution des particules magn6tiques, ce qui est particulierement avantageux. 

On ramarque tgalement en partie inf&ieure la presence de deux canaux qui 
pemiettent de diriger I'echantillon biologique ou tout autre liquide qui viendrait k 
transiter par le compartiment 20. II s'agit pour chaque compartiment 20 d'une vanne 28 
situ6e k gauche, et d'une vanne 68 situee k droite. La vanne 28 permet Taccds au 
troisidme niveau k un liquide sortant selon F3. Ce transfert s'effectue par 
I'intermediaire d'un canal de transfrat secondaire du deuxitoie niveau r6f6renc6 27. Le 
second circuit est en fait constitue par un canal individuel de sortie 64 du liquide, quel 
qu'il soit, situ6 dans le compartiment 20, ce canal se termine au niveau d'une vanne de 
sortie du deuxi^e niveau 68 qui est reliee elle-meme k un canal coUectif de sortie 69 
de ce deuxi^e niveau B. 

En fait, I'ensemble des canaux 64 aboutissent tons k ce canal 69 qui est collectif 
et peuvent tons etre ouverts ou femies independamment par des vannes 68 portSes par 
chaque canal 64. Le canal 69 aboutit k une sortie 70 qui permet l'6vacuation selon F7 
de n'importe quel liquide situ6 dans le compartiment 20. L'objectif de ce deuxi^me 
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circuit 64, 68, 69 et 70, est de pennettre d'efifectuer, d'une part, une mise sous vide de 
I'ensemble des pronias et seconds niveaux, ce qui permet aprds avoir cr€& le vide de 
refenner I'ensemble des vannes 68 et, d'autre part, le transit sans autre &iergie du 
liquide quel qu'il soit, c'est-a-dire de rechantillon biologique a tester ou du liquide de 
lavage. De plus ce circuit permet d'effectuer 6galement un lavage, qui est utilise dans 
ce circuit r6f6renc6 64 et 68 a 70. Ainsi, lorsque les particules magn6tiques sont 
dissoutes dans l'6chantillon k analyser, les particules magn^ques vont pouvoir fixer, 
sur leur p^ph6rie, les acides nucl6iques. De telles particules magn6tiques ont par 
exemple et6 d&aites dans les demandes de brevet WO-A-97/45202 ddpos6e sous 
priority du 24 mai 1996 et PCT/FR99/0001 1 d6pos6e sous priority du 6 janvier 1998 
par la demanderesse. 

Lorsque les acides nucleiques sont fix^s sur les particules magnetiques, il est 
possible par aimantation sensiblement perpendiculaire au plan de la carte 1 
d'immobiliser les particules magnetiques ainsi associ6es aux acides nucl6iques sur les 
parois da la carte 1 ou du film flexible et d'efifectuer un rin9age, tout simplement par 
introduction d'un liquide soit par I'ouverture d'entr6e 5 6voqu6e pr&6demment mais 
6ventuellement et pr6f^tiellement par I'entrte 61 d'un fluide inerte qui permet le 
lavage de I'ensemble des niveaux A et B, l'6vacuation du fluide s'eflfectuant bien 
entendu au niveau de la sortie 70 selon F7. En fait, I'introduction d'un fluide inerte 
selon F6 au niveau de I'entrte 61 est preferable, car il s'agit d'un reseau en association 
avec le canal 62 d'entree du fluide inerte et de la vanne d'entree 63 d'un fluide inerte 
qui est compl^tement ind6pendant du reseau d'entree de I'^chantiUon k analyser ce qui 
est un gage de securite pour I'analyse ult^rieure k r6aliser. 

n est i noter que le canal 62 aboutit au s6parateur de I'&hantillon 8, ce qui va 
pennettre I'ensemble de ce nettoyage des niveaux A et B. 

Par l'interm6diaire de la vanne 28, le liquide k analysw va ensuite 6tre transfers 
selon F3 vers le troisidme C, c'est ce qui est bien repr6sent6 sur la figure 4. Ainsi, les 
trois aliquotes de I'^chantillon k analyser passent selon F3 au travers de la vanne 28 
ouverte et se dirigent vers le compartiment 30 via le canal de transfert primaire 29 du 
troisi^e niveau C de ladite carte 1 . 
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On remarque dans ce tioisieme niveau C, la presence d'un nombre deux fois 
sup6rieur de compartiments puisque chaque ligne r6actionnelle comporte en s6rie deux 
petits compartiments references 30 et 40 dont les fonctions seront decrites plus loin, Le 
compartiment 30 est identique au compartiment 40. lis comportent tous les deux des 
caracteristiques semblables aux compartiments d6crits prec6demment.et r6f6renc6s 10 
et 20. On note par exemple la presence des moyens de drainage 31 et 41, des appareils 
pour casser les buUes 32 et 42, des orifices de communication 33 et 43, des canaux de 
communication 34 et 44 situes entre I'appareil 32 ou 42 et deux compartiments tampon 
35 et 45 pour chaque canal 34 et 44. Ces dispositions sont semblables aux 
compartiments precedents. 

De manidre interne aux compartiments 30 ou 40, on remarque la presence de 
plots 36 et 46, qui sont semblables au deuxidme niveau B et aux plots 26, c'est-i-dire 
qu*il y a poxir chaque compartiment 30 ou 40 trois plots 36 ou 46, ces plots formant les 
sommets d*un triangle isocele pouvant contenir une pastille de produit qui sera 
explicitee plus loin. 

Entre les deux compartiments 30 et 40 de chaque ligne de reaction est present 
un canal de transfert interm6diaire 37 du troisieme niveau C. Le long de ce canal est 
dispose une vanne 38 qui permet Taccfes au second compartiment 40 du troisieme 
niveau C. En fait et comme ceci est le cas prec6demm«it, le canal 37 relie la partie 
inferieure du premier compartiment 30 k la partie sensiblement superieure du second 
compartiment 40. En partie inferieure du compartiment 40, est present xm canal de 
transfert secondaire 47 du troisieme niveau C de la carte 1. Ce canal 47 aboutit a une 
vanne 48 qui permet Tacces au quatrieme niveau D. A ce niveau, Techantillon ^ 
analyser sort selon F4. 

Comme evoque precedemment, chaque compartiment 30 et 40 comporte en son 
sein une pastille de produit, Tensemble des compartiments 30 et 40 ayant pour fonction 
d'amplifier les ADN et/ou ARN qui ont 6t6 extraits, denatures et captures aux 6tapes 
precedentes. Pour se faire, le premier compartimCTt 30 comporte au sein de ses plots 
36, une pastille contenant des produits permettant Tamplification comme des 
oligonucleotides ou des amorces d'amplification eventuellement mimies de promoteurs. 
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etc. A ce niveau, le melange s'effectue par dilution lorsque le liquide monte dans le 
compartiment 30 et vient au contact de cette pastille comme cela a 6t6 d6crit 
pr6c6deniment au deuxidme niveau B avec les particules magnetiques. C'est 6galement 
le cas au niveau du second compartiment 40 oil les plots 46 contiennent une autre 
pastille qui eUe renferme t'enzyme qui va permettre d'activer la reaction 
d 'amplification. 

II fern remarquer qu'au niveau du troisi&ne niveau C, les compartiments 
d'isolation thermique 39 et 59 ne sont pas presents. Ceux-d ont 6t6 d6crits pour les 
premier et deuxi&ne niveaux. La raison est qu'il n'y a pas de temperature importante a 
exercer au niveau de cette amplification, lorsque Von utilise par exemple une technique 
d'amplification transcriptionnelle, telle que la TMA. Bien entendu, on pouixait utiliser 
tout autre technique d'amplification comme la PGR, auquel il peut dtre n^cessaire 
d'ajouter ^galement et h I'instar des niveaux A et B ces compartiments d'isolation 
thermique 39 et 59 decrits pr6c&lemmait. 

Le niveau D, qui constitue le quatri^e niveau, est bien repr6sent6 sur la figure 
5. On remarque k nouveau la presence de la vanne 48 et l'arriv6e du liquide selon F4. A 
ce niveau, il existe un petit canal de transfert primaire 49 du quatrifeme niveau D. Ce 
canal 49 aboutit au compartiment de lecture 50 par l'interm6diaiie d'un moyen de 
drainage 51. On remarque que la structure de ce compartiment est diff^rente des 
compartiments 10, 20, 30 et 40 precedents. 

On remarque la presence, perpendiculairement au canal de transfert 49, d'un 
canal de transfert secondaire 57 du quatri^me niveau D. Le canal de transfert primaire 
etant en position sensiblement verticale ou inclinee, le liquide qui se d6place selon F4, 
aura tendance par simple gravit6 a privil6gier le passage depuis la vanne 48 vers le 
compartiment 50. II n'y aura done pas & ce moment de transfert de fluide au niveau du 
canal 57. Le compartiment de lecture 50 va alors se remplir jusqu'au point sup6rieur 
dudit compartiment 50 oil est present un isolateur 56 qui est constitu6 d'un canal 
zigzaguant et comportant un certain nombre d'elargissements qui empgche le liquide, 
qui rempUt le compartiment 50, de se deplacer au-dela de cet isolateur 56. Ainsi, 
I'isolateur 56 aboutit ^ un compartiment de convergence, 6galement appel6 
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compartiment final 60, situ6 tout en bas de la carte et qui se retrouve quasiment sur 
toute la largeur de ladite carte 1. Lorsque I'isolateur 56 efFectue son role, le liquide qui 
arrive F4 va avoir rempli compldtemrait le compartim«it 50 et le reste de I'^chantillon 
va ensuite passer par le canal de transfert secondaire 57 6voqu6 pr6c6demment. Le 
compartiment 50 va done 6tre utilise par-la suite pour effectuer-une lecture c'est-a-dire 
pour r^61er si Tamplification a bien 6t6 effectu6e a I'^tape pr6c6dente, c'est-i-dire au 
niveau C. 

L'ensemble des aliquotes d'6chantillon qui passe par les canaux 57 se retrouve 
dans le compartiment de convergence 60. Le compartiment final 60, a I'instar des 
compartiments 6voqu6s pr6c6demment et r6f6renc6s 10, 20, 30 et 40 mais non 50, 
comporte egalement un appareil pour casser les bulles 52 repr6sent6 sur la gauche de 
cette figure. Ce compartiment comporte 6galement un orifice de communication 53 qui 
peraiet la communication entre I'appareil 52 et l'ensemble des volumes tampons 55. On 
remarque qu'il y a cinq volumes tampons 55, situes en arriere du plan de la carte, alors 
que I'isolateur 56 est dans ce plan. L'oisemble des volumes tampon 55 est reli6 h 
I'oiifice 53 par l'interm6diaire d'un canal de communication 54. 

Le compartiment de convergence 60 est assez volumineux d'ou la presence d'un 
certain nombre de plots de rigidification 58 du film flexible, film qui est non represente 
sur les figures. 

A I'extremite droite du compartiment de convergence 60 est pr^sCTt un canal 66 
appel6 canal de sortie d'une partie de I'echantillon a analyser qui va etre dirig6 soit vers 
une autre partie de la carte 1 soit vers une autre carte comme cela est le cas sur la 
figure. Ainsi, le canal 66 remonte et aboutit a ime vanne de sortie 67 elle-m&ne en 
communication avec une sortie 65, par laquelle peut sortir une partie de I'echantillon k 
analyser selon F5. 
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REVENDICATIONS 

1 . Dispositif de mise en oeuvre d'une carte d'analyse (1) au sein de laquelle des 
chaines r6actionnelles et des transferts de fluides sont realises sous Teffet de moyens de 

- Gontrole 4ntemes-a la- carte- (1) ; ladite carta (1) comporte- au moins- deux chaines 
reactionnelles en parallele, chaque ch^ne etant constituee d'au moins deux transferts de 
fluides en serie, caracterise par le fait qu'il comporte au moins \m actionneur par chaine 
reactionnelle, et que tous les actionneurs sont a une distance constante les uns des 
autres et pr6f6rentiellement les actionneurs sont equidistants. 

2. Dispositif, selon la revendication 1, caracteris6 par le fait qu 'il comporte des 
moyens d*avancement de la carte (1) par rapport aux actionneurs, et/ou qu'i l comporte 
des moyens d'avancement desdits actionneurs par rapport a ladite carte (1). 

3. Dispositif, selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2, caracterise par 
le fait que les actions des actionneurs sur la carte (1) s'effectuent sensiblement 
perpendiculairement : 

- a la surface de ladite carte (1), ou les actionneurs agissent, et/ou 

- aux mouvements de la carte (1) et de Tactionneur, Tim par rapport k I'autre. 

4. Dispositif, selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracteris6 par le 
fait que Tensemble des actionneurs est monte sur ime seule rampe, et que chaque 
actionneur peut etre actionne independamment des autres. 

5. Dispositif, selon la revendication 4, caracteris6 par le fait que la rampe est 
sensiblement rectiUgne, sensiblement perpendiculaire aux mouvements des actionneurs, 
selon la revendication 3, et/ou sensiblement perpendiculaire aux mouvements de la 
carte et/ou du dispositif par rapport a la carte. 
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6. Carte d'analyse mise en oeuvre par le dispositif, selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterisee par le fait qu 'elle comporte au moins quatre moyens 
de controle d'au moins deux chines reactionnelles paralleles, chaque chaine ayant au 
moins deux moyens de controle des transferts de flmdes en serie. 

7. Carte, selon la revendication 6, caract6ris6 par le fait que rimplantation des 
moyens de controle d'une mSme chaine reactionnelle est sensiblement lectiligne, et que 
rimplantation des moyens de contrdle de transferts de fluides, associ^ a une position 
de la rampe, selon Time quelconque des revendications 4 ou 5, est identique a 
rimplantation des moyens de contrdle associes a une autre position de ladite rampe. 

8. Carte, selon Tune quelconque des revendications 6 ou 7, dans laquelle chaque 
chaine reactionnelle comprenant au moins un compartiment de depart, im compartiment 
d'arrivee, un canal fluidique reliant les deux compartiments, une vanne faisant office de 
moyen de contr61e positionnee sur ledit canal fluidique, ladite vanne pemiettant de 
contrdler sur ledit canal, un flux fluidique gen6re par un moyen de transfert, 
caracterisee par le fait que la disposition des vannes sur la carte d'analyse (1) permet le 
passage dudit flux fluidique entre le compartiment de depart et le compartiment 
d'arriv6e simultan^ment dans 1 'ensemble des chaines reactionnelles. 

9. Carte d'analyse, selon la revendication 8, caracterisee par le fait que les 
vannes sont disposees selon un axe sensiblement rectiligne et k ime distance constante 
les unes des autres, pr^f^rentiellement les vannes sont equidistantes. 

10. Carte d'analyse, selon la revendication 9, caract6ris6e par le fait que I'axe 
est perpendiculaire k un cote de la carte d'analyse (1). 

11. Carte d'analyse, selon Txme quelconque des revendications 8 a 10, 
caracterisee par le fait que chaque vanne fest constituee d'au moins un moyen qui peut 
etre deforme et entrainer la fenneture directement ou indirectement du canal, tel qu'un 
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film flexible recouvrant tout ou partie de la face sup^eiire et/ou ixifi§rietire de la carte 
d'analyse. 

12. Carte d'analyse, selon Tune quelconque des revendications S k 11, 
caract6risee par le fait qu' aii moins xui-des compartiments est associ^ k au mains un 
voliraie tampon, et que le volume tampon est situe sur la face opposee de la carte 
d'analyse par rapport au compartiment qui lui est associe. 

13. Carte d'analyse, selon I'une quelconque des revmdications 6 a 12, 
caracterisee par le fait que chaque compartiment qui contient au moins un r^actif, 
devant dtre mis en contact avec I'^hantillon ou un aliquote de cet 6chantillon, 
comporte des moyens de maintien en position d'une pastille, constitu^ d'un 
agglomerat du ou des reactifs, le moyen de maintien en position etant a distance du 
fond dudit compartiment. 

14. Precede mettant en oeuvre le dispositif, selon Tune quelconque des 
revendications 1 H 5, et la carte (1), selon I'une quelconque des revendications 6 k 13, 
caracterise en ce qu'i l consiste a efTectuer les etapes suivantes : 

- gender une variation de pression au sein de ladite carte (1) par rapport k I'ext^rieur, et 
pr6ferentiellement une depression, 

- introduire au moins un echantillon a analyser dans la carte (1), 

- faire transiter chaque echantillon ou aliquote d'echantillon en vue de Tanalyse, et 

- faire sortir de la ou conserver dans ladite carte (1) une partie de chaque echantillon 
introduit. 

15. Precede, selon la revendication 14, caract6rise en ce que Tanalyse consiste 
a efTectuer les operations suivantes : 

- d^aturation les ADN et/ou ARN, 

- capture des ADN et/ou ARN sur des particules magnetiques, 

- amplification desdits ADN et/ou ARN, et 
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- lecture de chaque echantiUon ou aliquote d'6chantillon en vue de savoir si 
ramplification a eu lieu. 

16. Precede, selon la revendication 15, caract6ris6 en ce que Tanalyse consiste 
prealablement a effectuer un extraction, par lyse cellulaire des cellules contenues dans - 
un echantiUon preleve. 

17. Proc6d6, selon la revendication 16, caract6ris6 en ce que Tanalyse consiste 
prealablement h la d^aturation et aprds Textraction, a effectuer une purification de 
r^chantiUon extrait. 

18. Proc6de, selon Tune quelconque des revendications 15 a 17, caracterise en ce 
que I'analyse consiste apres Tamplification a analyser la nature des transcrits par 
hybridation sur une biopuce. 

19. Procede, selon Txine quelconque des revendications 14 ^ 18, caracterise en ce 
que durant Tanalyse, la carte fonctionne en position inclinee ou verticale. 

20. Proc6de, selon Tune quelconque des revendications 14 ou 19, caracteris6 par 
le fait que la carte d'analyse se deplace pendant les differentes etapes et/ou operations 
de manidre sequentielle. 

21. Procede, selon la revendication 20, caracterise en ce que la carte se d^lace 
suivant deux axes pecpendiculaires pour mettre en regard les vannes et les moyens 
d'actionnement des vannes. 
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